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【摘要】 目的 研究溶菌酶 1(lysozyme 1，LYZ1)基因在超数排卵前后小鼠孵化囊胚和休眠胚胎中的分布以
及表达，探究动物胚胎着床过程中新的调节机制。方法 从妊娠 5 d ICＲ小鼠体内获取的正常孵化囊胚和超排囊
胚，利用小鼠延迟着床模型于妊娠第 8 天获取休眠胚胎和超排休眠胚胎。利用免疫荧光和 Western Blot 方法检测
LYZ1 蛋白在四组胚胎中的分布和差异表达变化。结果 LYZ1 在超数排卵前、后小鼠孵化囊胚和休眠胚胎中均有
表达，且主要集中在内细胞团中，滋养层细胞和胞质中少见分布;与未进行超排的小鼠相比，LYZ1 蛋白在超排后小
鼠胚胎中表达量显著上调，与未营造休眠模型的小鼠相比，LYZ1 蛋白在休眠模型小鼠胚胎中的表达量显著上调。
结论 LYZ1 蛋白在囊胚内细胞团中表达，可能参与调节胚胎内细胞团的发育;LYZ1 蛋白在超排-休眠胚胎中的高
表达，说明 LYZ1 蛋白在休眠和超数排卵的双重影响下，会因为抵御不利环境而上调。
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Differential LYZ1 protein expression in hatched murine
blastocysts and dormant embryos before and after superovulation
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【Abstract】 Objective To explore the regulation of mammalian embryo implantation，we investigated the
expression of Lysozyme 1 (LYZ1) in normal hatching murine blastocysts and dormant embryos before and after
superovulation． Methods Normal hatched blastocysts were obtained from day 5 pregnant mice，while dormant embryos
were collected from delayed implantation models on day 8． LYZ1 protein expression in the embryos was detected by
immunofluorescence and western blot． Ｒesults LYZ1 protein was expressed in both hatching blastocysts and dormant
embryos before and after superovulation，where it was mainly concentrated in the inner cell mass． LYZ1 was rarely
distributed in trophoblasts or in their cytoplasm． Compared with untreated mice，LYZ1 protein expression in superovulation
embryos was significantly upregulated;moreover，LYZ1 protein expression in the dormancy model was significantly
upregulated． Conclusions LYZ1 protein was expressed in the inner cell mass of embryos，where it may be involved in
中国实验动物学报 2018 年 10 月第 26 卷第 5 期 Acta Lab Anim Sci Sin，October 2018，Vol． 26 No． 5
regulating early development． The high LYZ1 protein expression in dormant embryos after superovulation indicated that
LYZ1 protein is upregulated in embryos experiencing adverse environmental conditions，such as the dual effects of
dormancy and superovulation．
【Keywords】 mouse;LYZ1;hatched blastocyst;dormant embryo;superovulation
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哺乳动物胚胎的着床以及发育过程一直是生
殖领域研究的热点，胚胎在发育过程中受多种激



























































1. 1. 1 实验动物
SPF级的性成熟 ICＲ品系雌性小鼠 50 只，平均
体重 25 ～ 30 g，8 ～ 11 周龄;SPF 级的性成熟 ICＲ 品




1. 1. 2 实验试剂
芝麻油、孕酮购自 Sigma，美国;兔抗 LYZ1 单
克隆抗体，购自 Abcam，货号:ab108508;抗兔 LYZ1
抗体，购自 Cell Signaling，货号:7074P2;PMSG、
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实验分为 4 组:A 为不超排-孵化;B 为超排-孵
化;C为不超排-休眠;D为超排-休眠。
1. 2. 1 超排处理
选择阴门潮红、处于发情期的雌鼠，于晚间 18:
00 腹腔注射 PMSG 0. 1 mL(10 IU /只)，间隔 46 ～ 48
h 后，腹腔注射 hCG 0. 1 mL(10 IU /只)，注射后立即
合笼(公母比为 1∶ 1)，次日上午 08:00 点之前检查
阴道栓，检出阴道栓雌鼠用于获取超排孵化囊胚和
超排休眠胚胎，将此天记为胎龄第 1 天(day 1)。
1. 2. 2 孵化囊胚的获取
于见栓第 5 天(day 5)上午 08:00 颈椎脱臼法
处死见栓雌鼠，摘取母鼠双侧子宫，除去系膜，使用
PBS工作液多次冲洗双侧子宫角收集囊胚，经 PBS
洗涤 3 次，储存在 － 80℃保存备用。见栓第 4 天
(day 4)上午 08:00 麻醉见栓雌鼠，将雌鼠双侧卵巢
从背部摘除，保留输卵管并缝合，此后，每天早晨
08:00 于小鼠颈部皮下注射 0. 1 mL 孕酮(0. 2 mg /
mL)，连用 3 d，在次日上午(day 8)08:00 冲洗双侧
子宫收集休眠胚胎。回收的胚胎经 PBS 洗涤 3 次，
储存在 － 80℃冰箱备用。
1. 2. 3 休眠胚胎的获取
见栓第 4 天(day 4)上午 08:00 麻醉见栓雌鼠，
摘除雌鼠双侧卵巢，小心操作以保留输卵管，随后连
续 3 d早晨 08:00在小鼠颈部皮下浓度为 0. 1 mL孕
酮(0. 2 mg /mL)，次日上午(day 8)08:00用 PBS工作
液冲洗双侧子宫收集休眠胚胎。回收的胚胎经 PBS
洗涤 3次，储存在 －80℃冰箱备用。




的胚胎置于 0. 1% BSA-PBS液滴中室温清洗 6 次，每
次 8 min;③通透:清洗后的胚胎室温条件下置于
2. 5% Tween 20-PBS 中通透 5 min;④清洗:用 0. 1%
BSA-PBS洗涤 6 次，每次 8 min;⑤LYZ1 抗体孵育:
4℃条件下，胚胎置于 LYZ1 抗体(1∶ 2000)中过夜孵
育;⑥清洗:先后采用 0. 2% Triton X-100，0. 1% BSA-
PBS各清洗 6 次，每次 8 min;⑦二抗孵育:37℃条件
下，胚胎在置于稀释好的抗 LYZ1 抗体荧光二抗(1∶
1500)中避光孵育 1. 5 h;⑧清洗:先后采用 0. 2%
Triton X-100，0. 1% BSA-PBS 各清洗 6 次，每次 8
min;⑨染核:将胚胎置于 PI 染核液中染核 5 min，再






1. 2. 5 LYZ1 蛋白在各组胚胎间差异表达变化
①从 － 80℃冰箱中将冻存有胚胎的离心管取
出，置于冰上，每 100 枚胚胎中加入 10 μL 裂解液，
短时涡旋震荡后，冰上孵育 30 min，充分使其裂解;
②12 000 r /min，4℃离心 5 min，获取上清液，等体积
加入 2 × protein loading buffer;③沸水浴 5 min，待冷
却备用;④配制浓度为 12% SDS-PAGE 分离胶，
15% SDS-PAGE浓缩胶，室温静止，待凝胶凝聚后上
样，电泳 1. 5 h，电泳结束后转移蛋白至 PVDF膜上;
⑤室温条件下，将 PVDF膜完全浸入封闭液中，摇床
封闭 2 h;⑥4oC条件下，将 PVDF膜置于 LYZ1 抗体
(1∶ 1500)中过夜孵育;⑦用 1 × TBST 洗涤未结合到
膜上的抗体，3 次，10 min /次;⑧37oC 条件下，将
PVDF膜转移至抗 LYZ1 抗体的荧光二抗(1∶ 1000)
中摇床孵育 1. 5 h;⑨孵育后用 1 × TBST 洗去未结
合到 PVDF膜上的荧光二抗;⑩ECL化学显色后，凝
胶成像仪成像。




实验数据采用 SPSS 20 软件进行独立样本 T 检
验分析方法，以平均数 ±标准差(珋x ± s)表示，以 a =
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(图 1a和 1b)。从图 1 中可以看出，两种胚胎内细
胞团和滋养外胚层细胞结构完整，边缘清晰，可用
于后续实验。
图 1 小鼠休眠囊胚和孵化囊胚(bar = 80 μm)
Figure 1 Dormant and hatched mouse blastocysts (scale bar:80 μm)






2. 3 LYZ1 蛋白在超数排卵前后孵化囊胚和休眠
胚胎中的差异表达分析
各组胚胎蛋白中看家基因 β-actin 表达稳定，可
用于后续实验。用 Image J 软件对凝胶成像系统图










































中国实验动物学报 2018 年 10 月第 26 卷第 5 期 Acta Lab Anim Sci Sin，October 2018，Vol． 26. No． 5
注:A．不超排-孵化囊胚;B．超排-孵化囊胚;C．不超排-休眠囊胚;D．超排-休眠囊胚。绿色荧光表示 LYZ1 蛋白分布区域;红色荧光表示
细胞核。
图 2 LYZ1 蛋白在各组胚胎中分布情况
Note:A)Hatched blastocysts，no superovulation;B)hatched blastocysts，superovulation;C)dormant blastocysts，no superovulation;D)
dormant blastocysts，superovulation． Green fluorescence represents LYZ1 protein，and red fluorescence represents nuclei．
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注:a． Western Blot 检测 LYZ1 蛋白在各组胚胎间的相对表达
量。b． Western Blot检测 LYZ1 蛋白相对表达量分析图:A．不
超排-孵化囊胚;B．超排-孵化囊胚;C． 不超排-休眠囊胚;D． 不
超排-休眠囊胚。上标相同字母表示差异无显著性(P ＞
0. 05);不同字母表示差异有极显著性(P ＜ 0. 01)。
图 3 LYZ1 蛋白在各组胚胎中差异表达分析
Note:a． Western blot analysis of relative LYZ1 protein expression
in the embryos; b． western blot analysis of relative LYZ1
expression in:A． hatched blastocysts，no superovulation;B．
hatched blastocysts，superovulation;C． dormant blastocysts，no
superovulation;and D． dormant blastocysts，superovulation． The
same letterindicates no significance (P ＞ 0. 05)，while different
letters indicate significance (P ＜ 0. 01)．
Figure 3 Differential expression analysis of LYZ1








鼠体内注射溶菌酶 5 d 后能将小鼠存活率提高到
20%～30%。这是因为在机体发生炎症反应时，血
管内皮蛋白 C受体(EPCＲ)会脱落成为可溶性的血
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